Abstract of DE3506703 



A method for identifying a unknown organism by comparison of the nucleotide 
sequence of nucleic acid in a sample with known nucleotide sequences and a 
determination that an unknown nucleotide sequence is present in the sample. 
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(54) Verfahren zur Sequenzanalyse von Nucleinsauren, insbesondere der Desoxyribonucleinsaure (DNA) und der 
Ribonucleinsaure (RNA). sowieTrager zur Durchfuhrung des Verfahrens und Verfahren zur Herstellung des 
Tragers 

Ein Verfahren zur Sequenzanalyse von Nucleinsauren, bei 
dem die zu untersuchende llussige Probe, welche denatu- 
rierte Nuclernsaure aufweist. mil einer lichtreflektierenden 
Trageroberf lache in Beruhrung geb'acht wird, die eiuen an 
dieser Oberflache chemisch gebundenen Nucleinsaure- 
strang mil bestimmter Sequenz aufweist. wobei sich kom- 
plementare Sequenzen der in der Probe befindlichen dena- 
turierten Nucleinsaure mil dem am Trager fixierten Nuctein- 
saurestrang durch Hybridisierung vereinigen. und das Dik- 
kenwachstum der sich dabei auf der Trageroberflache bil- 
denden organischen Schicht durch Vergleichsellipsome- 
triemessung oder Anderung der Interferenzerscheinungen 
an der doppelschichtig ausgebildeten reflektierenden Ober- 
flache ermitteh wird. 
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Patentanspruche: 

1. Verfahren zur Sequenzanalyse von Nudeinsau- 
re, insbesondere der Desoxyribonucleinsaure (DN A) 5 
oder Ribonucleinsaure (RN A\ bei dent die zu unter- 
suchende Nucleinsaure wahrend der Analyse auf ei- 
nem festen Trager immobilistert wird, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die zu untersucbende 
flussige Probe, welche denaturierte Nucleinsaure 10 
aufweist, mit einer lichtreflektierenden Oberflache 
des Tragers. an den ein Nucleinsaurestrang mit be- 
stimmter Sequenz chemisch gebunden ist, in Berfih- 
rung gebraeht wird, wobei sich komplementare Se- 
quenzen der in der Probe vorbandenen denaturier- !5 
ten Nocfeinsaure mit dem an der Trageroberflache 
vorbandenen Nucleinsaurestrang durcb Hybridisie- 
rung vereinigen, und daB das Dickenwachstum der 
sich dabei auf der Trageroberflache bildenden orga- 
nischen Sch icnt optisch bestimmt wird 20 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Dickenwachstum aus den Ande- 
rungen der Reflexionseigenschaften der reflektie- 
renden Trageroberflache bestimmt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekenn- 25 
zeichnet, daB das Dickenwachstum durch ellipsome- 
trische Messung bestimmt wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 2. dadurch gekenn- 
zeichnet, da3 das Dickenwachstum durch Interfe- 
renzmessung bestimmt wird. 30 

5. Verfahien nach Anspruch 3, dadurch gekenn- 
zeichnet. daB das Dicken*nchstum durch Ver- 
gleichsellipsometriemefsung bestimmt wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Dickenwachstum aus Interferenz- 35 
anderungen bei der Reflexion von Ucht an eincr 
reflektierenden Oberflache, die eine aus Siliciumoxid 
und Siliciumdioxid bestehende Doppelschicht auf- 
weist. bestimmt wird. 

7. Trager zur Durchfuhrung des Verfahrens nach 40 
einem der Anspruche I bis 6, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Trageroberflache lichtreflektierend auv 
gebildet isi und der eine bestimmte Sequenz aufwei- 
sende Nucleinsaurestrang durch chemische Bindung 
an der Trageroberflache haftet 45 

8. Trager nach Anspruch 7. dadurch gekennzeich- 
net, daB der Nucleinsaurestrang durch kovalente 
Bindung an der Trageroberflache hafteL 

9. Tr3ger nach Anspruch 7 oder 8, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB der Tragerkorper aus Silicium 50 
oder Glas besteht 

10. Trager nach einem der Anspruche 7 bis 9, da- 
durch gekennzeichnet. daB der Tragerkorper an sei- 
ner lichtreflektierenden Oberflache eine Siliciumdio- 
xid- oder Aluminiumoxidschicht aufweist. auf der ei- 55 
ne Schicht aus funktionellcm Siliciumwasserstoff 
sich beftndet. an welchem der Nucleinsaurestrang 
kovalent gebunden isL 

If. TrSger nach einem der Anspruche 7 bis !0\ 

dadurch gekennzeichnet. daB der Nucleinsaure- w 
Strang iiber eine Polysaccharidzwischenschicht an 
der reflektierenden Trageroberflache kovalent ge- 
bunden ist. 

12. Trager nach Anspruch 10. dadurch gekenn- 
zeichnet. daB der Siliciumwasserstoff als funkttonelie 65 
Gruppen Amino- oder Epoxygruppen aufweist. 

13. Verfahren zur Herstellung eines Tragers nach 
Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet. daB ein eine 



funktionelle Gruppe aufweisender Siliciumwasser- 
stoff auf die reflektierende Oberflache des Tragers 
aufdestilliert wird und anschlieBend darauf der Nu- 
cleinsaurestrang aus einer Pufferlosung, in welcher 
die reine Nucleinsaure geldst ist, gezuchtet wird. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB vor dem Aufbrtngen des Nudeinsaure* 
strangs auf die aktivierte Siliciumwasserstoffschicht 
durch Zuchtung aus einer waBrigen Losung eine Po- 
lysaccharidschicht aufgebracht wird 



Desoxyribonucleinsaure (DNA) ist ein doppelstrangi- 
ges Molekul mit zwei komplementaren Ketten aus den 
vier Nucleotidbasen Adenin, Cytosin, Guanin und Thy- 
min. Die beiden Strange der DNA sind uber Wasser- 
stoffbriickenbindungen miteinander verknupft, wobei 
sich bestimmte Basenpaare, namlich Adentn-Thymin 
und Cytosin-Guanin zusammennnden. Die der DNA 
verwandte RNA enthall Ribose statt Desoxyribose und 
Uracil- statt Thyminresten. Die spezielle DNA-Ver- 
knupfung zu zwei komplementaren Ketten f uhrt zu dem 
genetischen DNA-Code, welcher die genetische Infor- 
mation in alien lebenden Zellen. insbesondere der Chro- 
mosomen, darstellt Bekannte Sequenzen von DNA 
oder RNA konnen in der Biotech nologie zur Darstel- 
lung der Sequenzen von unbekanntem genetischem Ma- 
terial oder zu Diagnosezwecken zur Identifizierung ge- 
netischen Materials aus Viren und Bakterien verwendet 
werden. Herkommliche Verfahren zur Bestimmung von 
DNA- oder RNA-Hybridisierung beruhen auf der Bin- 
dung von radioaktiv oder enzymatisch mark ier ten 
DNA- oder RNA-Sequenzen an komplementarem, ein- 
strangigem DNA oder RNA und nachfclgcndcr Erf as- 
sung der Markierung. Als feste Phascn werden in den 
meisten Fallen Cellulose oder andere Polysaccharide 
zur Immobilisierung von DMA ver*endet und wirken 
als Rezeptoren fur die markierte DNA-Sonde. 

Hierzu ist es beispielsweise bekannt (E M. Southern. 
J. Mol. BioL, 98, 503, 1975). Fragmentc der DNA durch 
Elektrophorese in Agarosegel zu trennen und die ge- 
trennten Fragmenie zu einzelnen StrSngen zu denatu- 
rieren, welche durch Diffusion auf Nitrocelluloseteile 
ubertragen werden. Die getrennten Sequenzen werden 
dann identifiziert durch Inkubation radioaktiv markier- 
ter komplementarer Sequenzen, welche an ihre Targets 
gebunden werden. Das radioaktive Isotop wird dann 
lokalisiert durch Aktivierung einer photographischen 
Emulsion. Ferner ist bekannt (B. E. Noyes und G. R. 
Stark, Cell 5. 301. 1975), urn gleichen Zweck die denatu- 
rierte DNA bzw. RNA kovalent an Cellulose mittels 
einer Diazobenzylgruppe zu binden. 

Sequenzen von DNA aus infektosen Mikroorganis- 
men konnen als Sonden verwendet werden zur Erfas- 
sung von eventuell vorhandener komplementarer DNA 
in Proben von Serum, Mark, 7 akalstoffen od. dgl. zu 
Diagnosezwecken. Bislang werden hierzu radioaktiv 
oder enzymatisch markiene Sonden, die bekannte Nu- 
cleinsauresequenzen aufweisen. verwendet. 

Aufgabe der Erfindung ist es demgegenuber, ein Ver- 
fahren zur Sequenzanalyse von NucleinsSuren sowie ei- 
nen hierfiir verwendbaren Nachweistrager und ein Ver- 
fahren zur Herstellung dieses Tragers zu schaffen, bei 
welchcn die Durchfuhrung der Sequenzanalyse von Nu- 
clcinsauren mit unmarkierten Sonden durchgefuhrt 
werden kann. 
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Diese Aufgabe wird geldst durch die kennzeichnen- paischen Patent 19 088 bzw. in der US- PS 43 32 476 be- 

den Merkmale der Anspruche 1, 7 und 13, wobei in den schrieben ist, durchfuhren. In dieser Vorrichtung lass^n 

Umeransprflchen Weiterbildungen der Erflndung ge- sich komplementare Sequenzen, die sich an dem auf 

kennzeichnet sind. dem Trager befindlichen Nudeinstrang gebildet haben, 

Aus der DE-OS 2330 702 ist ein Verfahren zum s visuell sichtbar machen und damit nachweisen und be- 

Nachweis spezifischer Protetne mit Hilfe eines an einen stimmea. Der Trager wird dabei in der bekannten ellip- 

Trager gebundenen Anttkorpers bekannt. lm Gegen- sometrischen Vorrichtung als Probe eingesetzL Man be- 

satz dazu handelt es sich jedoch bei der Erfindung dar- notigt daher bei der Erflndung einen relativ geringen 

urn, daB erne zu untersuchende Nucleinsaure wahrend apparativen Aufbau im Gegensatz zu den bislang be- 

der Analyse auf einem festen Trager imraobilisiert wird, io kannten Verfahren. 

an dea eine Nucbinsaure mit bekannter Sequenz che- Die reflekuerende Trageroberflache besteht bevor- 

misch gebunden ist und das Dickenwachstum der orga- zugt aus Siliciumdioxid oder Alumimumoxid. Auf diese 

nischenSchicht gemessen wird. ist eine Schicht eines Siliciumwasserstoffs aufgebracht, 

Hierzu wird denaturierte einstrangige DNA bzw. der eine funktionelle Endgruppe enthalt. Hierfur eignet 

RNA kovalent gebunden auf einer lichireflektierenden is sich insbesondere eine Amino(NH 2 — )- oder eine 
Oberflache des Tragers, und dieser Trager wird ais 

Nachweismedium mit der zu untersuchenden Probe, / O \ 

welche denaturierte Nucleinsaure, deren Sequenz zu ( I ' _V H - I 

analysieren ist, in Beruhrung gebracht Komplementare E P OX5 Xr n2 /-Gruppe. 

Nudeinsaure in der Probe wird an der am 20 
Trager vorhandenen, eine bestimmte Sequenz aufwei- Die Bindung der SiliciumwasserstoffscLicht an der re- 
sende einstrangige Nucleinsaure gebunden, wodurch flektierenden Oberflache erfolgt spontan an Silanol- 
durch optische Messung das Dickwachstum der sich da- gruppen bzw. Aluminiumhydroxylgruppen. Die rfenatu- 
bei bildenden organischen Schicht, durch welche insbe- rierte Nucleinsaure (DNA bzw. RNA) mit einer be- 
sondere die Reflexionseigenschaften der reflektieren- 25 stimmicn bekannten Verkniipfungsfolge werden che- 
den Trageroberflache verandert werden, nachweisbar misch, insbesondere kovalent, uber eine Diazo benzyl- 
is t Dieser Nachweis kann dadurch erfolgen, daB Ande- gruppe direkt an die Siliciumwasserstoffschicht oder 
rungen der Lichtpolarisation nach der Reflexion an der uber eine Zwischenschicht aus einem Polysaccharid, 
Trageroberflache oder Anderungen der Interferenzfar- beispielsweise Dextran, gebunden. 
ben ermittelt werden. Zur Oberwachung des Polarisa- 30 Die Probe wird vor der Analyse denaturiert, bei- 
tionsverhaltens kann bevorzugt das in der europaischen spielsweise in 0,5 M Natriumhydroxid od. dgl. und an- 
Patentschrift 19 088 bzw. in der US-PS 43 32 476 be- schlieBend neutralisiert, und nachfolgend wird noch ein 
schriebene ellipsometrtsche Verfahren sowie die dort Hybridisierungspuffer zugegeben, dessen Zusammen- 
beschriebene ellipsometrische Vorrichtung zur Unter- setzung eine langsame Vcrknupfung der kompfemen- 
suchung der physikalischen Eigcnschaften der Oberfia- 35 taren Nuclemsaurestrange, insbesondere der DNA- 
che einer Probe verwendet werden. Fur den Nachweis bzw. RNA-Strange ermoglicht. uieser Puffer kann bei- 
der Anderung der Interferenzfarben des an der Trager- spielsweise aus 50% Formamid, 0,05 M Natriumcitrat, 
oberflache reflektierten Lichtsinfolgcder aufgewachse- 0,1% Dodecylsulfat, 1 mM EDTA (Ethyiendiamintetra- 
nen organi.chen Schicht eignet sich ein Tragerkorper, essigsaure) bzw. deren Na-Salz, 0,02% Albumin und 2% 
auf dessen reflektierender Oberflache eine Doppel- 40 Dextransulfat bestehen. Die Verknupfung der komple- 
schicht, namlich eine Reflexions-Antireflexionsschicht mentaren Nucleinsaure aus der Probe mit dem kovalent 
vorhanden ist, auf welcher der NucleinsSurestrang mit am Trager immobiiisierten Nudeinstrang auBert sich im 
der bekannten Sequenz immobilisiert ist. Als derartiger Anwachsen der Dicke der dabei auf der Trc*eroberfla- 
Tragerkorper eignet sich insbesondere ein solcher, wie che gebildeten organischen Schicht. Mach Spulen mit 
er in der DE-OS 32 15 484 beschriet?n ist. 45 einer Kochsalzlosung und Wasser und.anschlieBendem 
Ein geeigneter Tragerkorper, der bei der durchzufuh- Trocknen laBt sich die Dicke der aufgewachsenen orga- 
renden Analyse mil der zu untersuchenden Probe als nischen Schicht, wie schon erwahnt, mit Hilfe der Ver- 
Nachweismedium in Beruhrung gebracht wird, besitzt cleichsellipsometrie (US-PS 43 32 476 oder EP 19 088) 
bevorzugt eine Silicium- oder Aluminiumoberflache, auf oder durch Messung der Anderung der Interferenzfar- 
der ein Siliciumwasserstoff mit einer funktionellen 50 ben von aus Siliciumoxiden bestehenden Etoppelschich- 
Gruppe als Schicht aufgebracht ist. An dieser Silicium- ten an reflektierenden Tragerkorpern. wie sie beispie?s- 
wasserstoffschicht wird dann der NucleinsSurestrang weise in der DE-OS 32 15 484 beschrieben sind, ermit- 
mit der bekannten bzw. besiimmlen Sequenz durch che- ieln ozw. messen. 

mische Bindung, insbesondere kovalente Bindung, im- Im folgenden werden Ausfuhrungsbeispiele zur Her- 

mobilisiert. In vorteilhafter Weise kann noch eine Zwi- 55 stellung eines Tragers. welcher als Nachweismedium bei 

schenschicht aus einem Polysaccharid, insbesondere der Sequenzanalyse von Nucleinsauren verwendet wird, 

Dextran, zur Immobihsierung der Nucleinsaure aufge- im einzelnen beschrieben. Diese Trager besitzen eine 

bracht werden. lichtreflektierenc'': Trageroberflache, auf welcher die 

Von Vorieil ist bei der Erfindung, daB die Nucleinsau- denaturierte DNA oder RNA durch kovalente Bindung 

resonden. welche die Nucleinsaure mit bekannter Ei- 60 aufgebracht ist ' 
genschafi, insbesondere Sequenz, enthalten, Fiir den 

nachfolgenden Nachweis nicht mehr markiert werden B e i s p i e 1 I 
mussen. Es konnen bei der Erfindung somil bekanme 

Proben mit unmarkierten Sonden untersucht werden. Ein Siuciumpla;!chen oder Glasplattchen bzw. 

Der hierzu crforderliche Tragerkorper laBt sich einfach 65 -scheibchen, auf welches Stlicium oder Aluminium bei- 

herstellen und besitz. einen einfachen Aufbau. Die spielsweise durch Aufdampfen aufgebracht ist, wird in 

Nachwcisrcaktion laBt sich in einfacher Weise in einem einem Exikator angeordnet, der mit einem EinlaBhahn 

Vergteichsellipsometer. wie es beispielsweise im euro- und einem AuslaBhahn versehen ist. Der Druck im In- 
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ncrn des Exsiccators wird au( etwa 10 mm Hg verrin- 
gert und die Temperatur auf 80°C gehalten. Ein Kolben, 
der Epoxy siliciumwassers toff enthalt, wird an den Ein- 
laB des Exsiccators angeschlossen. und der EinlaDhahn 
am Exsiccator wird gedffnet Der SHiciumwasserstoff 
wird dabei auf der Oberflache des mil Siiicium bzw. 
Aluminium beschichteten Siiicium- bzw. Glaskdrpers 
durch Destination aufgebracht, wobei innerhalb von et- 
wa zwei Stunden eine epoxy-aktivierte Oberflache ent- 
steht Die beschichteten Kdrper werden dann in eine 
Ldsung von 12% 2-Aminotiophenol in Aceton einge- 
taucht und uber einen liingeren Zeitraum, etwa 10 Stun- 
den, in einem Inkubator aufbewahrt. AnschlieOend wer- 
den die beschichteten Korper gewaschen und bis zu 
ihrer weiteren Verwendung in Wasser aufbewahrt Die 
beschichteten Kdrper werden dann in I M SalzsSure, 
wetche 250 ug/m! Natriumnitrid aufweist. eine Stunde 
bet 4°C eingetauchi, gewaschen und in einer Feuchte- 
lfflmm«r aiifhftwahrt. Ixntierre mini* DMA wird in 

25 mM Phosphatpuffer gelost, auf 90° C erhitzt ein dem 
vierfachen Volumen der vorhandenen Losung entspre- 
chendes Volumen an Dimethylsulfoxid wird zugesetzt 
und im Zeitraum von etwa 10 Stunden tropfenweise auf 
die Schichtkorperoberflache aufgebracht und gezilch- 
tet Die plattchenformigen Schichtkbrper werden dann 
wieder gewaschen und in einer Losung von Albumin 
(lOpg/ml) in einem Phosphatpuffer durch Inkubaiion 
nachbehandelt um die Oberflache fur unspezifische Ad- 
sorption zu inaktivieren. 

Beispiel 2 

Die Tragerplattchen werden mit Epoxysiliciumwas- 
serstoff Oder Aminosiliciumwasserstoff wie im Beispiel 
I behandelt. AnschlieOend wird Dcxtran an die epoxy- 35 
bzw. aminoaktivierte Oberflache durch Inkubation in 
einer 20%- Ldsung von Dextran in Wasser gebunden. 
Hierdurch entsteht ein 20 bis 40 A dicker Oberzug aus 
Dcxtran auf der Oberflache. Alternativ hierzu kann 
Dextran durch Inkubation mit 0,0!% Natriumperjodat 40 
bei pH 8,0, welches in einer Sephadex-G25-S5ule ent- 
salzt ist auf der mit Aminosiliciumwasserstoff beschich- 
teten Oberflache wahrend etwa 10 Stunden gezuchtet 
werden. Das gebundene Dextran wird dann staoilisiert, 
durch Inkubation mit einer 0,t%igen Natriumborhy- 45 
dridlosung in 0.1 M Ace tat puffer bei pH 5.0. Ansch lie- 
Bend wird 0J M Natriumhydroxid (10 ml) und 1,4 But- 
andioldiglycidylether (t ml) auf die plattenformigen 
Tragerkorper im Zeitraum von etwa 10 Stunden aufge- 
bracht und anschlieOend wird ebenfalls in einem Zeit- 50 
raum von etwa »0 Stunden 12% 2-Aminothiophenol in 
Aceton den Tragerplattchen zugegeben. Die Trager- 
plattchen werden dann in Wasser aufbewahrt. fsolrerte 
und reine DNA oder RNA wird dann nach einer Nitrid- 
behandlung der Platten wie im Beispiel 1 auf die Trager- 55 
plattchen aufgebracht. 



bation in einer 20%igen Ldsung von Natriumdithionid 
behandelt und mit Wasser gewaschen. Ferner werden 
dann die Tragerplattchen in I M Salzsaure. welche 
250ug/mt Natriumnitrid aufweist. etwa eine Stunde 
5 lang bei 4°C eingetaucht gewaschen und in einer Be- 
feuchtungskammer aufbewahrL AbschlieBend wird 
dann isolierte, reine DNA bzw. RNA geldst und durch 
Ziichtung. wie im Bespiel I beschrieben, auf die vorste- 
hend behandelten Tragerplattchen aufgebracht 
10 Im folgenden werden anhand der beiliegcnden Figu- 
ren Ausfuhrungsbeispiele filr bei der Sequenzanalyse 
von Nucleinsaure verwendbaren Tragern beschrieben. 

Bei den in den F i g. I bis 3 dargestellten Ausfilhrungs- 
beispielen handelt es sich um schematische Darstellun- 
15 gen der in Form von Plattchen ausgebildcten Trager. 
wobei lediglich die Reihenfolge der Anordnung der ein- 
zelnen Schichten auf dem Grundkorper veranschaulicht 
werden soil, ohne dab* die Verhaitnisse der Schichtdik- 
ken der dargesullien Scbichtdicken den in der Praxis 
20 vorhandenen MaBstaben entsprechen. 

In der Fig. I befindet sich auf einem Tragergrund- 
korper 1, der beispielsweise aus Siiicium oder Glas be- 
stehen kann, eine Siliciumdioxidschicht 2, wetche auch 
eine Aluminiumoxidschicht sein kann. die als reflektie- 
25 rende Oberflache wirkt. Auf dieser Schicht befindet sich 
eine Schicht 3 aus SUiciumwasserstoff mit funktionellen 
Epoxy- oder Aminogruppcn. Daruber befindet sich die 
Schick" 4, in welcher die auf dem Trager immobilisierte 
bzw. fixierte einstrangige Nucleinsaure, beispielsweise 
DNA, vorhanden ist 

Das Ausfuhrungsbeispiel des iu der F i g. 2 dargestell- 
ten Tragers entspricht im wesentlichen dem in der 
F t g. 1 und unterscheidet sich demgegenuber lediglich 
dadurch. daB zwischen der Siliciumwassers toffschicht 3 
und der Schicht 4 mit der fixierten denaturierten ein- 
strangigen Nucleinsaure eine Polysaccharidschicht 5. 
insbesondere aus Dextran, angeordnet ist 

Bei dem in der Fig. 3 dargestellten Ausfuhrungsbei- 
spiel ist die reflektierende Oberflache zweischichlig aus- 
gebildet, wobei die auf dem Grundkorper t aufliegende 
erste Schicht T aus Siliciummonoxid und die zweite 
Schicht 2 aus Siliciumdioxid besteht. Die Wirkungsweise 
dieser Doppelschicht ist im einzelnen in der DE-OS 
32 15 484 beschrieben. 



Hierzu I Blatt Zeichnungen 



Beispiel 3 



Die Tragerplattchen werden mit einer 20 bis 40 A 60 
dicken Schicht aus Dextran. wie im Beispiel 2 beschrie- 
ben, beschichtet Die mit Dextran beschichteten Trager- 
plattchen werden dann zur Inkubation mil einer Losung 
aus 0,2 g Natriumacetat in Wasser (10 ml), welches auch 
1 g 1-{(m-NitrobenzyIoxy)methyl)pyridiniumchlorid be- 65 
handelt anschlieOend in einem Ofen bei 70°C getrock- 
net und dann bei 140° C wahrend etwa einer Stunde 
gebacken. Die Tragerplattchen werden dann zur Inku- 
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